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(54) Title: SEQUENCE-SPECIFIC DETECTION OF NUCLEIC ACIDS 

(54) Bezelchnung: SEQUENZSPEZIFISCHER NACHWEIS VON N UKLEIN S A UREN 



(57) Abstract 



The invention concerns a method of detecting point mutations and polymorphisms in nucleic acids and of sequencing unknown nucleic 
acids by means of a simple method using arrays. According to the method, nucleic acid analogues are used as sequence discriminators. 
This method facilitates the operating method, even in complex cases. 



(57) Zusammenfassung 

Ein Verfahren zum Nachweis von Punktmutationen und Polymorphismen in Nukleinsfiuren bzw. zur Sequenzierung unbekannter 
Nukleinsauren durch ein cinfaches Verfahren unter Verwendung von Arrays benutzt Nukleinsaureanaloge als Sequenz-Diskriminatoren. 
Dieses Verfahren erleichtert die Arbeitsweise auch in komplexen Problemfallen. 
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Sequcnzspezifischer Nachwcis von Nukleinsauren 

Gegenstand der Erfindung ist ein fester Trager, an dessen Oberflache an vorbestimmten 
Stellen zwei oder mehr Nukleinsaureanaioge unterschiedlicher Basensequenz gebunden 
sind, und Verfahren zum Nachweis von Nukleinsauren unter Verwendung eines solches 
Tragers. 

Die Analytik von Proben hat in den letzten Jahrzehnten eine schnelle Entwicklung durchge- 
macht. W&hrend in den Anfangsjahren Analyten insbesondere durch ihre Reaktion mit kon- 
ventionellen chemischen Reagenzien und spater mit Enzymen nachgewiesen wurden, haben 
sich Tests, die immunologische Eigenschaften des Analyten benutzen, in jungerer Zeit be- 
sonders bei der medizinischen Diagnostik als Standard durchgesetzt. Dies gilt insbesondere 
auf dem Gebiet der Infektionskrankheiten. Mit immunologischen Verfahren sind jedoch im 
wesentlichen nur solche Analyte nachzuweisen, bei denen immunologisch aktive Verbin- 
dungen, wie Antigene oder AntikGrper, eine Rolle spielen. Bei vielen Infektionen durch 
Viren und Bakterien haben sich daher aussichtsreiche Anwendungsmdglichkeiten ergeben. 
Durch immunologische Verfahren sind genetische Erkrankungen oder Pradispositionen, die 
sich nicht oder nicht ausreichend in einer Anderung von Proteinmustern auswirken, jedoch 
nur schwer oder gar nicht nachweisbar. In vielen Fallen wurden daher in jungster Zeit 
Nukleinsauren zum Gegenstand des Nachweises gemacht. Aus der Anwesenheit bestimmter 
Nukleinsauren laBt sich dann auf die Anwesenheit eines infektibsen Agens oder den 
genetischen Zu stand eines Organismus zuriickschlieBen. Nachweise, die auf der 
Anwesenheit spezieller Nukleotidsequenzen beruhen, wurden insbesondere dadurch er- 
leichtert, dafl mittlerweile Verfahren zur Amplifikation von Nukleinsauren, die nur in ge- 
ringer Anzahl vorliegen, zur Verfugung stehen. Der spezifische Nachweis von Nukleotid- 
sequenzen stellt jedoch wegen der groflen Menge an Sequenzinformation und der oft nur in 
einer einzigen Baseneinheit unterschiedlichen Sequenz zweier in ihrer Funktion vollig 
unterschiedlicher Nukleotidsequenzen immer noch eine groBe Herausforderung an 
Reagenzien und Arten der Durchfuhrung von Analysen, die auf dem Nachweis von Nuklein- 
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sauresequenzen beiuhen. Oftmals sind auch die nachzuweisenden Nukleotidsequcnzen als 
solche nicht bekannt, sondern sollen durch den Nukleins&urenachweis erst ermittelt werden. 

In EP-B-0-237 362 ist ein Verfahren zum Nachweis von Nukleotidsequenzen des HLA- 
Gens beschrieben, mit dem eine klinisch relevante Punktmutation ausfindig gemacht werden 
kann. Bei diesem Verfahren wird ein Oligonukleotid, welches an eine Membran gebunden 
ist und das eine Nukleotidsequenz aufweist, die exakt komplementar zu einer der beiden zu 
unterscheidenden Nukleinsauren ist, mit der Probe in Kontakt gebracht. Unter Einhaltung 
bestimmter Bedingungen bindet nur die exakt komplementare Nukleinsaure an das fest- 
phasengebundene Oligonukleotid und kann nachgewiesen werden. 

In Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 6230-6234 (1989) ist ein Verfahren beschrieben, bei dem 
eine Vielzahl von Oligonukleotiden, die uber Poly-dT an vorbestimmten unterschiedlichen 
Stellen einer Nylonmembran gebunden sind, zum simultanen Nachweis aller bekannten 
allelischen Varianten eines amplifizierten Bereiches einer Nukleinsaure verwendet werden. 

In US-A 5,202,23 1 ist ein Verfahren beschrieben, bei dem theoretisch die Sequenz einer 
Nukleinsaure dadurch bestimmt werden kann, daO Oligonukleotide mit einer vorbestimmten 
und bekannten Sequenz mit der Probe der unbekannten Nukleinsaure unter Hybridisierungs- 
bedingungen in Kontakt gebracht wird. Alle moglichen Permutationen der 
Nukleotidsequenz miissen hierzu an bekannten Orten einer Festphase immobilisiert sein. 
Durch Feststellen, an welchen Orten die Nukleinsfiure mit zu bestimmender Sequenz hybri- 
disiert, kann theoretisch festgestellt werden, welche Sequenzen in der Nukleinsaure vorhan- 
den sind. 

In Nucleic Acids Research 22, 5456-5465 (1994) und Clin. Chem. 41/5, 700-6 (1995) ist 
der Stand der Technik der Entwicklung auf dem Gebiet der Analyse genetischer 
Polymorphismen mit sogenannten Oligonukleotid-Arrays beschrieben. 

Das Hauptproblem des Standes der Technik ist, daB die Schmelztemperaturen der gewahl- 
ten sequenzspezifischen Oligonukleotide mit der zu sequenzierenden oder nachzuweisenden 
Nukleinsaure unterschiedlich sind. Dies muD durch aufwendige Wahl der Lange der Oligo- 
nukleotide, deren Basenzusammensetzung und Optimierung der Position der Mismatche 
innerhalb des Oligonukleotids sowie der Salzkonzentration des Hybridisieiungsgemisches 
optimiert werden. In vielen Fallen ist es dennoch praktisch unmdglich, nahe verwandte 
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Sequenzen simultan voneinander zu unterscheiden. Kritisch ist auch die Hybridisierungs- 
temperatur. Bereits Variationen von 1 bis 2 °C kdnnen zu Modifikationen in der Intensitat 
oder zu falsch-negativen Befunden fuhren. Fehlerhafte Analyseergebnisse sind gerade bei 
der Diagnose basierend auf der Anwesenheit von Punktmutationen sehr schwenviegend. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es daher, ein alternatives Verfahren zum sequenz- 
spezifischen Nachweis von Nukleinsauren und dafur geeignete Materiaiien zur Verfiigung 
zu stellen. 

Die Erfindung wird geldst durch einen festen Trager, an dessen Oberflfiche an vorbestimm- 
ten, unterschiedlichen Stellen zwei oder mehr Nukleinsfcureanaloge unterschiedlicher Basen- 
sequenz gebunden sind. Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum sequenz- 
spezifischen Nachweis einer Nukleinsaure unter Verwendung dieses festen Tr&gers. 

Unter einem festen Trager wird im Sinne der Erfindung ein Gegenstand verstanden, der eine 
so weit ausgedehnte Oberfl&che hat, daB auf ihr einzelne Bereiche unterschieden werden 
konnen. Diese Oberfl&che ist bevorzugt flach und grflfler als 5 mm 2 , bevorzugt zwischen 
10 mm 2 und ca. 100 cm 2 . Das Material des Trfigers ist nicht fliissig und nicht gasfbrmig und 
tost sich bevorzugt nicht bzw. nicht vollstandig in Probenfliissigkeiten bzw. Reaktionsge- 
mischen, die for die Immobilisierung von Nukleinsauren an der Oberflache verwendet wer- 
den, auf Beispiele fiir solche Materiaiien sind beispielsweise Glas, Kunststoffe (z. B. 
Polystyrol, Poiyamid, Polyethylen, Polypropyien), Gold o.a.. Das Material muB jedoch nicht 
unbedingt selbst vollstandig fest sein, sondern kann beispielsweise durch Befestigung an 
Stutzmaterialien fest gemacht werden. 

Die iuBere Form des festen Trfigers richtet sich im wesentlichen nach der Art, mit der die 
Anwesenheit von Nukleinsauren an diesem festen Trager detektiert werden soil. Es hat sich 
beispielsweise als zweckmfiBig erwiesen, eine im wesentlichen planare Form zu wahlen, 
z. B. ein Plattchen. 

Besonders geeignete feste Trager sind daher z. B. Polystyroiplattchen einer Dicke von ca. 1 
bis 5 mm, einer Flache von ca. 1 bis 5 cm 2 . aIs besonders geeignet haben sich Membranen 
aus Poiyamid mit einer GrtiBe von 4 x 2,5 cm 2 erwiesen. An unterschiedlichen Stellen der 
Oberflache dieses Tragers sind zwei oder mehr Nukleinsaureanaloge unterschiedlicher 
Basensequenz gebunden. Diese Stellen oder Bereiche uberlappen bevorzugt nicht 



WO 96/27680 



.4- 



PCT/EP96/00893 



miteinander. Bevorzugt sind sie voneinander durch Oberflachenbereiche gctrennt, an denen 
keine Nukleinsaureanaloge gebunden sind. Die Stellen, an denen die Nukleinsaureanaloge 
gebunden sind, werden im folgenden als Bindebereiche bezeichnet. Die Bindebereiche 
konnen unterschiedliche Formen haben, die im wesentlichen auch durch die Art der 
Herstellung des festen Tragers bzw. durch das Verfahren, mit dem die Nukleinsaureanaloge 
in den Bindebereichen gebunden sind, bestimmt werden. Die minimale GroBe der 
Bindebereiche wird im wesentlichen bestimmt durch das Gerat, mit welchem das Ereignis 
der Bindung einer Nukleinsaure an Nukleinsaureanaloge eines Bereiches nachgewiesen 
wird. Es gibt derzeit schon Gerate, die Bindung an Bereichen von ca. 1 jim detektieren 
konnen. Eine Obergrenze der GroBe der Bindebereiche ergibt sich aus Wirtschaft- 
lichkeitsgriinden und dem Wunsch, den festen Trager sinnvoll handhaben zu kSnnen. 

Die GrflBe der Bindebereiche ergibt sich insbesondere auch durch die Verfahren, mit denen 
die Nukleinsaureanaloge auf die Oberflache aufgetragen werden. Solche Verfahren werden 
spater geschildert 

Die Anzahl der Bindebereiche auf dem festen Trager hangt von der beabsichtigten Verwen- 
dung des festen Tr&gers ab. Fur den Nachweis einer bestimmten Punktmutation sind im ein- 
fachsten Fall nur zwei Bindebereiche erforderlich. Dabei enthalt ein Bindebereich Nuklein- 
saureanaloge, die an der Position, an der die Punktmutation nachgewiesen werden soil, eine 
Base enthalten, die komplementar zu der Base in der Position der Normaisequenz ist, 
wahrend der andere Bindebereich ein Nukleinsaureanaloges enthalt, das an der entsprechen- 
den Position eine Base enthalt, die komplementar zu der Base der mutierten Sequenz ist. 
Andererseits konnen mit einem festen Trager, an dessen Oberflache zwei in der Sequenz 
ganzlich voneinander verschiedene Nukleinsaureanaloge gebunden sind, zwei miteinander 
wenig verwandte Nukleinsauren oder Nukleinsauresequenzen simultan nachgewiesen wer- 
den. 

Als Nukleinsaureanaloge werden nicht-naturiich vorkommende Molekule verstanden, die 
Nukleinsauren iiber Basenpaarungen erkennen konnen. Sie enthalten daher eine spezifische 
Basensequenz, die zu einer Basensequenz einer nachzuweisenden Nukleinsaure vollstandig 
komplementar ist. Die Basensequenz setzt sich daher bevorzugt im wesentlichen aus den na 
turlich vorkommenden Nukleobasen zusammen. Wenn die Spezifit&t der Basenpaarung 
nicht verlorengeht, sind jedoch auch Modifikationen an den Nukleobasen erlaubt. 
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Als komplementar zu ciner Nukleinsaure werden insbesondere Nukleinsaureanaloge 
bezeichnet, die cine Baseosequenz aufweisen, die in an die Nukleinsaure gebundenem 
Zustand Wasserstoffbriicken zu einer Basensequenz der Nukleinsaure nach dem Prinzip der 
Basenpaarung ausblldet . Diese Sequenz ist bevorzugt mindestens 8 Basen lang und 
besonders bevorzugt zwischen 8 und 25 Basen lang. 

Die Nukleinsaureanaloge sind weiter dadurch definiert, dafi sie sich von Nukleinsauren 
strukturell zumindest im Grundgeriist (Backbone) unterscheiden. Als GmndgerQst in 
Nukleinsauren oder in einem Nukleins&ureanalogen wird eine Stmktur von im wesentlichen 
identischen Einheiten verstanden, von denen jede eine Base gebunden enth&It. In den 
naturlich vorkommenden Nukleinsauren ist das Grundgerust ein Zuckerphosphat-Grundge- 
riist. In Nukleinsfiureanalogen ist dieses Grundgerust strukturell modifiziert, beispielsweise 
durch vollstandigen oder teilweisen Ersatz des Zucker- oder Phosphatanteils durch andere 
chemische Einheiten, z. B. nicht-zyklischer Bauteile. Im Grundgerust konnen sich im 
wesentlichen identische Einheiten auch abwechseln. 

Im Folgenden werden einige Eigenschaften von Nukleins&ureanalogen angegeben, die die 
Auswahl von fur die vorliegende Erfindung geeigneten Nukleinsaureanalogen erieichtern 
soil. Eine vorteilhafte Eigenschaft von Nukleinsaureanalogen ist es, wenn sie eine hohere 
Affinitat zu sequenzkompiementflren Nukleinsauren haben als ein Oligonukleotid mit 
identischer Basensequenz. Ferner sind solche Nukleinsaureanaloge bevorzugt, die weniger 
Ladungen als ein korrespondierendes, gleich langes Oligonukleotid tragen bzw. Ladungen 
durch entgegengesetzte Ladungen zu kompensieren vermttgen. Besonders bevorzugt sind 
im wesentlichen ungeladene Nukleinsaureanaloge. Besonders bevorzugte Nukleinsaure- 
analoge sind solche, deren Affinitat zu komplement&ren Nukleinsauren im wesentlichen 
nicht vom Salzgehalt der Hybridisieningsmischung abhangt. 

Besonders geeignete Nukleinsaureanaloge sind die in WO 92/20702 und WO 92/20703 be- 
schriebenen Verbindungen (Peptide Nucleic Acid, PNA, z. B. Nature 365, 566-568 (1993) 
und Nucl. Acids Res. 21, 5332-5 (1993)). Fiir die Beschreibung der Struktur der 
Nukleinsaureanaloge wird hiermit auf die genannten Patentanmeldungen verwiesen. 
Bevorzugte Nukleinsaureanaloge sind Verbindungen, die ein Polyamid-Grundgerust 
aufweisen, das eine Vielzahl von Basen entlang dem Grundgerust gebunden enthalt, wobei 
jede Base an ein Stickstoffatom des Grundgeriistes gebunden ist. Unter 
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Nukleinsaureanalogen sollen jedoch auch Verbindungen fallen, wic sie in der 
EP-A-0 672 677 beschrieben sind. Weitcre Nukleinsaureanaloge sind beschrieben in Recueil 
91, 1069-1080 (1971), Methods in Molecular Biology 29, 355-389 (1993), Tetrahedron 31, 
73-75 (1975), J. Org. Chem. 52, 4202-4206 (1987), Nucl. Acids Res. 17, 6129-6141 
(1989), Unusual Properties of New Polymers (Springer Verlag 1983), 1-16, Specially 
polymers (Springer Verlag 1981), 1-51, WO 92/20823, WO 94/06815, WO 86/05518 und 
WO 86/05519. Weitere Nukleinsaureanaloge sind beschrieben in Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 91, 7864-7868 (1994), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 6097-6101 (1995) und J. Am. 
Chem. Soc. 1 17, 6140-6141 (1995). Die genannten Nukleinsaureanaloge haben eine Lfinge 
von 8 bis 30 Basen, besonders vorteilhaft ist eine Lange von 10 bis 25 Basen. Die genannten 
Nukleinsaureanaloge sind direkt oder indirekt an die Oberflache des festen Tragers 
gebunden. Die Art der Bindung hangt im wesentlichen davon ab, welche reaktiven Gruppen 
auf dem festen Trager zur Bindung zur Verfiigung stehen und welche reaktiven Gruppen an 
dem Nukleinsaureanalogen fur eine Bindung zur Verfiigung stehen, ohne die Bindefehigkeit 
des Nukleinsaureanalogen an eine komplementare Nukleinsaure zu unterbinden, und ob die 
Nukleinsaureanalogen simultan an unterschiedliche Stellen gebunden oder an diesen 
aufgebaut werden sollen. Dariiber hinaus kann es zweckmaflig sein, die Oberflache des 
festen Tragers mit einer Schicht eines besser bindefihigen Materials zu uberziehen oder die 
Oberflache durch eine chemische Reaktion zu aktivieren. Reaktive Gruppen an der 
Oberflache eines festen Tragers sind ublicherweise ausgewahlt aus der Gruppe -OH, -NH 2 
und SH. Reaktive Gruppen von Nukleinsaureanalogen sind bevorzugt ausgewahlt aus der 
Gmppe -OH, -NH 2 , -SH, -COOH, -SO|H und -POjHj. 

Besonders bevorzugt sind die reaktiven Gruppen der Oberflache und des Nukleinsaure- 
analogen kovalent miteinander verbunden, insbesondere durch einen Linker von mehr als 
15 Atomen und weniger als 200 Atomen Lange. Unter einem Linker wird ein Molekulteil 
verstanden, der im wesentlichen die Funktion hat, die Nukleinsaureanalogen sterisch zu- 
ganglich an der Oberflache des festen Tragers zu entfernen. Oblicherweise wird der Linker 
so gewahlt, daB er neben KohlenstoflFatomen (z. B. in Alkyleneinheiten) mehrere Hetero- 
atome (z. B. -O- oder -NH- oder -NR-) enthait, die die Solvatisierung erleichtern. Bevor- 
zugt enthalt der Linker eine oder mehrere Ethylenoxy-Einheiten oder/und Peptidgruppen. 
Besonders bevorzugt enthalt der Linker eine oder mehrere Einheiten, wie sie in der 
DE-A 3924705 beschrieben sind. Besonders bevorzugt sind die dort beispielhaft beschriebe- 
nen Einheiten, die im Folgenden mit der Bezeichnung Ado (8-Amino-3,6-dioxa-octansaure) 
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bezeichnet werden. Eine geringe Abhfingigkeit der Bindung von Nukleinsauren an die PNA- 
Oberfl&che kann durch l&ngere Linker zwischen PNA und dem festen Tr&ger rcduziert 
werden. 

Bei dem Nukleinsaureanalogen, das an einer Stelle gebunden ist, kann es sich auch urn ein 
Gemisch von zwei oder mehr Analogen unterschiedlicher, aber bekannter Sequenzen 
handeln. Damit kann die Anzahl von erforderlichen Stellen fur eine multiple Bestimmung 
reduziert werden. 

Die Oberflache des Trigers ist bevorzugt nicht geladen und bevorzugt hydrophil. Es hat 
sich namlich als Ergebnis der Erfindung herausgestellt, dafl die Venvendung im wesent- 
lichen ungeladener Oberflachen fur den Nachweis von Nukleinsauren vorteilhaft ist. 

Ein mit Nukleinsaureanalogen an unterschiedlichen Stellen beladener fester Tr&ger im Sinne 
der Erfindung kann auf unterschiedliche Weise hergestellt werden. In einer ersten Ausfuh- 
rungsform werden geeignete Mengen von Losungen, die jeweils unterschiedliche Nuklein- 
saureanaloge enthalten, auf die Oberfl&che des festen Tr&gers an unterschiedlichen Stellen 
aufgegeben, z. B. aufpipettiert Die aufgegebenen Flussigkeitsmengen sollen sich hierbei 
nicht vermischen. Dies kann beispielsweise dadurch erreicht werden, dafl die Aufgabestellen 
weit voneinander entfernt liegen oder die Ausbreitung der Flussigkeit durch eine hydro- 
phobe Sperre zwischen den unterschiedlichen Stellen gestoppt wird. Bevorzugt sind ent- 
weder die Nukleinsaureanalogen oder die Oberflache des festen Tragers fur die Reaktion 
aktiviert. Eine solche Aktivierung kann beispielsweise dadurch vorgenommen werden, dafl 
eine der oben genannten Gruppen durch Erzeugung einer reaktiven Spezies, im Falle einer 
Carboxylgruppe beispielsweise eines aktivierten Esters (z. B. eines N- 
Hydroxysuccinimidesters), der mit einer Hydroxylgruppe ohne weitere Aktivierung schnell 
eine Esterbindung eingeht, aktiviert wird. Geeignet aktivierte Polyamidmembranen tragen 
beispielsweise Triazin-Gnippen, die mit Aminogruppen von Nukleinsaureanalogen unter 
Bildung einer kovalenten Bindung reagieren konnen. Die Aktivierung kann auch uber bi- 
fiinktionelle Reagenzien, Quadratsaurederivate nach WO 95/1 5983 oder mittels 
Glutaraldehyd (GB 2197720) geschehen. 



Die Bindung der Analogen kann jedoch auch realisiert werden, indem die Trdgeroberfl&che 
mit Nukleotidsequenzen beschichtet wird, die komplementar sind zu einem Teil der Sequenz 
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der Nukleotidanalogen. Die Bindung der unterschiedlichen Nukleins&ureanalogen kann an 
den Bindebereichen simultan oder auch aufeinanderfolgend vorgenommen werden. 

Nach fiir die Bindung ausreichender Zeit hat es sich als vorteilhaft enviesen, eventuell nicht 
oder nur ungeniigend gebundene Nukleinsaureanaloge sowie eventuell verwendete Binde- 
reagenzien durch Abwaschen zu entfernen. Dies geschieht bevorzugt unter Bedingungen, 
bei denen nicht-gebundene Nukleinsaureanaloge nicht mit an anderen Bereichen gebundenen 
Nukleinsaureanalogen Bindungen eingehen kbnnen. 

Prinzipiell ist es jedoch auch mdglich, die Nukleinsaureanaloge an den unterschiedlichen 
Stellen der Oberflache nacheinander aus Monomereinheiten aufzubauen. Hierzu kann die in 
WO 92/10092 oder WO 90/15070 beschriebene Technologie eingesetzt werden. Entspre- 
chende Monomeren sind z. B. in WO 92/20702 beschrieben. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zum sequenzspezifischen Nachweis 
einer Nukleinsaure mit Hilfe des erfindungsgemaOen festen Tragers. 

Nachweisbare Nukleinsauren sind naturliche oder kunstliche Nukleinsauren. Unter Nuklein- 
sauren werden demnach auch Nukleinsaureanaloge verstanden. Insbesondere handelt es sich 
bei der nachzuweisenden Nukleinsaure jedoch urn RNS oder DNS, die fiir einen nuklein- 
saurehaltigen Organismus, z. B. ein Vims, ein Bakterium, einen Mehrzeller, ein Plasmid 
oder einen genetischen Zustand, z. B. eine Predisposition oder Veranlagung fiir eine be- 
stimmte Krankheit oder Spontanmutation in einem Gen charakteristisch sind. Hierbei han- 
delt es sich im wesentlichen urn RNS und DNS, sowohl genomischen als auch davon abge- 
leiteten Ursprungs. Eine wichtige Klasse von Nukleinsauren im Sinne der Erfindung sind die 
Resultate einer Nukleinsaure-Amplifikation. Diese werden im folgenden auch als Ampli- 
fikate oder Amplikons bezeichnet. Die Nukleinsauren konnen entweder in ihrer Rohform 
oder in aufgereinigter oder bearbeiteter Form vorliegen. Eine Aufreinigung kann bei- 
spielsweise dadurch vorliegen, dafl die Nukleinsauren in einem vorbereiteten Schritt von 
Zellbestandteilen abgetrennt werden, beispielsweise durch einen Affinitatstrennschritt. 
AuOerdem kbnnen die Nukleinsauren enzymatisch verlangert, spezifisch amplifiziert oder 
transkribiert sein. 

Der erfindungsgemaBe Trager hat zum sequenzspezifischen Nachweis der Nukleinsaure an 
einer Stelle ein Nukleinsaureanaloges gebunden, welches eine Basensequenz aufweist, die 
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komplement&r zu einer Basensequenz der nachzuweisenden Nukleins&ure ist. Diese Basen- 
sequenz wird so gewahlt, dafl sic eine Aussage uber das spezifische Voriiegen der Nuklein- 
saure zulaBt. Dies bedeutet im Regelfell, daB mOgiichst wenig, bevorzugt jedoch keine 
weitere Nukleinsfiure der gleichen Totalsequenz in der Mischung voriiegen. Es muB jedoch 
festgestellt werden, daB es mit Hiife des erfindungsgemaflen Trfigers auch moglich ist, 
Gruppen von Nukleinsauren spezifisch nachzuweisen. Beispielsweise kann es Aufgabe des 
Verfahrens sein, irgend welche Mitglieder einer bestimmten taxonomischen Gruppe, z. B. 
einer Bakterienfamilie, tiber ihre Nukleinsauren nachzuweisen. In diesem Fall kann die 
Basensequenz des Nukleinsaureanalogen so gewahlt werden, daB sie in einem konservierten 
Bereich liegt, diese Sequenz jedoch nur in Mitgliedem dieser taxonomischen Gruppe 
vorkommt. 

An einer hiervon unterschiedlichen Stelle auf der Oberflfiche ist bevorzugt ein weiteres Nu- 
kleins&ureanaloges gebunden, das eine Basensequenz aufweist, die nicht zu der selben Ba- 
sensequenz komplementar ist. Es kann sich urn ein Nukleins&ureanaloges handeln, dessen 
Basensequenz kQrzer oder I anger sein kann oder welches sich in seiner Basensequenz von 
dem ersten Nukleinsaureanalogen in einer oder mehreren Basen unterscheidet. Worin der 
Unterschied in der Basensequenz besteht, hangt von der zu lOsenden Aufgabe ab. Bei den 
Unterschieden kann es sich z. B. urn Punktmutationen, kleinere Deletionen und Insertionen 
handeln. Bei manchen Erbkrankheiten, z. B. Cystischer Fibrose, unterscheiden sich die 
Sequenzen der Nukleinsaureanalogen in einzelnen Positionen (Punktmutationen) und 
mehreren Positionen (Deletionen, siehe bei A 508). 

Die nachzuweisende Mutation ist bevorzugt nahe der Mitte der Basensequenz des Analogen 
posttioniert. 

Die Sequenzen der Analogen konnen auch so gewahlt werden, daB sich bei gleichbleibender 
LSnge ihre Hybridisierungspositionen um jeweils eine Base unterscheiden (uberlappend). 
Die Sequenzen konnen auch so gewahlt sein, daB die Bereiche der Hybridisierung benach- 
bart auf der nachzuweisenden Nukleinsaure liegen. 

Es kGnnen auch mehrere Mutationen in derselben oder verschiedenen Nukleinsauren nach- 
gewiesen werden, indem Nukleinsfiureanaloge gewahlt werden, deren Sequenz komplemen- 
tar ist zu Sequenzen auf diesen Nukleinsauren. 
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In einem besonders einfach gelagenen Fall, bei dem festgestellt werden soli, welches von 
zwei Allelen in einer Mischung vorhanden ist, werden an unterschiedlichen Stellen der 
Oberflache des festen Tragers zwei Nukleiiisaureanaloge gebunden, die sich in ihrer Basen- 
sequenz genau in der Position unterscheiden, in der sich auch die Allele unterscheiden. So- 
mit wird ein Nukleinsaureanaloges komplementar zu einer bestimmten Sequenz des einen 
Allels und das andere Nukleinsaureanaloge komplementar zu der Sequenz des anderen 
Alieis gewahlt. Lange und Hybridisierungsstelle der Nukleinsaureanaloge sind gleich. 

Bei Cystischer Fibrose beispielsweise wird ublicherweise ein Nachweis aller Allele durchge- 
fuhrt. Der Wild-Typ enthalt zwei gesunde Allele, Heterozygote enthalten eine mutierte und 
eine Wild-Typ-Sequenz und homozygote Mutanten enthalten zwei mutante Nukleinsauren. 
In diesem Fall soil nicht nur festgestellt werden, ob Mutanten vorliegen, sondern ob es sich 
um einen heterozygoten oder den homozygoten Fall handelt. GemaB der vorliegenden 
Erfindung ist es moglich, beide Allele gleichzeitig quantiutiv nachzuweisen und somit 
zwischen den genannten 3 Fallen zu differenzieren. 

In manchen Fallen, insbesondere in der Onkologie und bei der Bestimmung von Infektions- 
parametern, liegen mutierte Zellen/Partikel oft in einem Hintergrund von nicht-mutier- 
ten/normalen Zellen vor. Der selektive Nachweis ist in solchen Fallen mit Verfahren des 
Standes der Technik nicht sicher oder gar nicht moglich. So erfordert die Analyse von ras- 
Mutationen aus DNA aus Stuhl den sicheren Nachweis einer mutierten Sequenz in Gegen- 
wart von ca. 100 normalen Sequenzen (Science 256, 102-105, (1992)). Auf dem Gebiet der 
Infektionsparameter ware es wiinschenswert, unterschiedliche HTV-Populationen in einem 
infizierten Patienten zu bestimmen. Von diesen liegen manche Mutanten jedoch in einer 
Menge von weniger als 2 % verglichen mit alien HIV-Sequenzen vor. Mit dem 
erfindungsgemaflen Verfahren ist es daher besonders gut moglich, Gemische von zueinander 
sehr ahnlichen Nukleinsauren zu untersuchen, selbst wenn eine der Nukleinsauren in sehr 
groDem UberschuB gegenuber der zu bestimmenden Nukleinsaure vorliegt. 

Bevorzugt sind die Langen der gebundenen Nukleinsaureanalogen gleich. Als zweckmafiig 
hat sich die Auswahl einer Lange von zwischen 10 und 100, bevorzugt 10 und 50, Basen 
erwiesen. Fur den Fall der Verwendung von Nukleinsaureanalogen einer Lange zwischen 10 
und 25 Basen lassen sich besonders gute Ergebnisse erzielen. 
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Zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrcns wird die nukleinsaurehaltige Probe 
mit den Stellen auf der Oberflache des Tragers in Kontakt gebracht, welche die Nuklein- 
saureanalogen gebunden haben. Dies kann beispielsweise durch Einbringen des festen 
Tragers in die Probenflussigkeit oder Aufgieflen der Probenflussigkeit auf den festen Trager 
in einer oder mehreren Portionen geschehen. Die Nukleinsauren der Probenflussigkeit 
konnen vor dem Inkontaktbringen mit dem Trager in denaturiertem (einzelstrSngigem) Zu- 
stand vorliegen. Ein groOer Vorteil der Erfindung ist jedoch, daO, z. B. durch Verwendung 
von PNAs, eine Denaturierung vor Inkontaktbringen unterlassen werden kann. Die PNAs 
verdr&ngen einen Strang aus eventUell doppelstrangiger zu bestimmender Nukleinsaure. 
Wesentlich ist nur, daQ das Inkontaktbringen unter Bedingungen geschieht, bei denen die 
nachzuweisende Nukleinsaure uber das zu einer Sequenz der nachzuweisenden Nuklein- 
saure komplementare Nukleinsaureanaloge an die betreffende Stelle der Oberflache spezi- 
fisch bindet. Diese Bedingungen konnen zwar fur unterschiedliche Arten von Nukleinsau- 
reanalogen unterschiedlich sein, sie sind jedoch bei gegebenen Nukleins&ureanalogen auf 
einfache Weise durch Austesten erhaltlich. Im Regelfall werden sich diese Bedingungen an 
den Bedingungen orientieren, wie sie fur mit Oligonukleotiden geladene Trager bekannt 
sind. Fur den Fall der Verwendung von Nukleins&ureanalogen gem&B WO 92/20702 konnen 
jedoch Bedingungen gew&hlt werden, die deutlich unterschiedlich von den Hybridisierungs* 
bedingungen entsprechender Oligonukleotide sind. Insbesondere hat es sich als zweckmaOig 
erwiesen, deutlich weniger Salze einzusetzen als bei der Verwendung entsprechender 
Oligonukleotide. Beispielsweise ist die Anwesenheit von weniger als 100 mM, besonders 
bevorzugt weniger als SO mM und ganz besonders bevorzugt von weniger als 10 mM 
Salzen hervorzuheben. Unter diesen Bedingungen konnte mit Oligonukleotiden gleicher 
Sequenz keine ausreichende Unterscheidung zwischen sequenzahnlichen Nukleinsauren er- 
reicht werden. 

Die Probe wird solange in Kontakt mit der Oberflache gehalten, wie fiir eine ausreichende 
Bindung der Nukleinsaure an die betreffende Stelle der Oberflache erforderlich ist. Dieser 
Zeitraum liegt ublicherweise im Bereich weniger Minuten. 

AnschlieOend wird bestimmt, ob und an welcher Stelle eine Bindung einer Nukleinsaure an 
die Oberflache stattgefunden hat. Dies wird als ein Zeichen der Anwesenheit einer Nuklein- 
saure gewertet, die eine zu dem an dieser Stelle gebundenen Nukleinsaureanalogen 
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komplementare Basensequenz enth&lt. Die Bestimmung der stattgefiindenen Bindung kann 
auf unterschiedliche Wcise geschehen. 

Zwar gibt es mittlerweile schon Ger&te, mit denen Veranderungen von Oberfl&chen an ganz 
bestimmten Stellen direkt festgesteQt werden kbnncn. Fiir Verfahren, die solche Ger&te be- 
nutzen, ist es nicht einmal erforderlich, die auf die Oberflache aufgegebene nukleinsaure- 
haltige Probe wieder von der Oberflache zu entfernen. Im Regelfall wird jedoch bevorzugt 
die nach Inkontaktbringen auf der Oberflftche befindliche Fliissigkeit von der Oberfiache 
entfernt und eventuell noch anhaftende Reagenzriickstande durch eine Waschlosung ent- 
fernt. Dies hat auch den Vorteil, daB Probenbestandteile, die mit der Bestimmung der 
Bindung interferieren konnten, abgewaschen werden. 

Die Bindung der nachzuweisenden Nukleinsaure an das Nukleinsaureanaloge kann in vor- 
teilhafter Weise dadurch geschehen, daB ein in die nachzuweisende Nukleinsaure in einem 
vor dem Inkontaktbringen mit der Oberfiache liegenden Schritt eingebrachte Markierung 
nachgewiesen wird. Hierbei kann es sich beispielsweise um eine nachweisbare Gmppe, z. B 
einen fluoreszierenden Rest, handeln. Diese Bestimmung kann sowohl optisch mit Hilfe 
eines Mikroskopes, als auch in einer dafiir vorgesehenen MeBzelle vorgenommen werden. 
Wahrend der Ort der stattgefiindenen Bindung ein Pfinweis auf das Vorhandensein einer 
Nukleinsaure mit einer bestimmten Sequenz ist, kann die Menge an Markierung an einer 
vorbestimmten Stelle als ein Zeichen fiir die Menge der Anwesenheit der nachzuweisenden 
Nukleins&ure ausgenutzt werden. 

Besonders bevorzugt sind die nachzuweisenden Nukleinsauren Resultate einer Nuklein* 
saure-Amplifikationsreaktion wie der Polymerasen-Kettenreaktion nach EP-B-0 202 362 
Oder NASBA nach EP-A-0 329 822. Wesentlich fiir die Amplifikation ist, daB die Nuklein- 
siiuresequenz, die zur Bindung mit dem Nukleinsaureanalogen vorgesehen ist, durch das 
Amplifikationsverfahren vermehrt wird. Je sequenztreuer die Amplifikation geschieht, d. h. 
je weniger Fehler wahrend der Amplifikation in die Sequenz eingebaut werden, desto ge- 
eigneter ist das Amplifikationsverfahren. Als besonders geeignet hat sich die Polymerase- 
Kettenreaktion enviesen. Die Primer zur Amplifikation werden so gewahlt, daB die nach- 
zuweisende Nukleinsauresequenz in dem Bereich zwischen den Primerhybridisationsstellen 
liegt. 
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Dariiber hinaus hat es sich als vorteilhaft erwiesen, die filr die Nachweisreaktion erforder- 
liche Markiening wfihrend der Amplification in die Amplifikate einzubauen. Dies kann bei- 
spielsweise geschehen durch Einsatz markierter Primer oder markierter Mononukleosidtri- 
phosphate. 

Ein direkter Nachweis der stattgefundenen Bindung ohne Einbau einer Markierung ist bei- 
spielsweise moglich durch Einsatz eines interkalierenden Agens. Diese Agenzien haben die 
Eigenschaft, sich selektiv an doppelstr&ngigen basenhaltigen Verbindungen, darunter auch 
dem Komplex aus dem Nukleinsaureanalogen und der sequenzspezifisch gebundenen 
Nukleinsaure, einzulagem. Anhand spezifischer Eigenschaften der interkalierenden 
Agenzien, z. B. einer Fluoreszenz, kann das Auftreten der Komplexe nachgewiesen werden. 
Ein besonders geeignetes Agens ist Ethidiumbromid. 

Eine weitere Moglichkeit, die Hybride ohne Einbau eines Labels zu erfassen, ist mit Hilfe 
der Oberflachenplasmonenresonanz gegeben, z. B. nach EP-A-0 618 441. 

In einer anderen Mbglichkeit der Bestimmung der stattgefundenen Bindung wird die Ober- 
flache mit einer Ldsung eines nachweisbar markierten Antik6rpers gegen den Komplex aus 
Nukleinsaureanalogem und nachzuweisender Nukleinsaure in Kontakt gebracht. Solche 
Antikfcrper sind beispielsweise beschrieben in WO 95/17430. 

Der Nachweis der Hybride richtet sich nach der Art der Markierung. Es kann sich bei- 
spielsweise um einen Scanner, eine CCD-Kamera oder ein Mikroskop handeln. 

Mit der vorliegenden Erfindung kdnnen vieleriei Vorteile realisiert werden. Insbesondere ist 
es mdglich, auch Sequenzunterschiede in Nukleinsfiurebereichen zu erfassen, die innerhalb 
von Sekund&rstrukturen liegen. ErfindungsgemSB ist es auch mdglich, die Sensitivitat des 
Nachweises zu steigern, da mit thm die absolute Menge an gebundener nachzuweisender 
Nukleinsaure hoher sein kann als bei herkdmmlichen Verfahren. Insbesondere ist es auch 
moglich, die SignaWRauschverhaltnis gegenuber Verfahren unter Verwendung von Oligo- 
nukleotiden zu erh6hen. Im ersten Versuch war ein Signal-ZRauschverhaltnis von weniger 
als 1 : lOOOerhaltlich. 

Anwendungsmoglichkeiten der Erfindung liegen auf mindestens zwei Gebieten. Im ersten 
Fall wird der feste Trager zum Nachweis von bekannten Mutationen und Polymorphismen 
benutzt. Hierfur ist die Anzahl an zu bestimmenden Mutationen und Polymorphismen ein 
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Mali fur die erforderliche Anzahl unterschiedlicher Nukleinsaureanaloge bzw. Stellen auf 
der Oberflache. Die Sequenz der Nukleinsaureanalogen ist speziell auf die Sequenz der 
Nukleinsauren urn die Mutational und Polymorphismen abgestimmt. Die Sequenzen werden 
bevorzugt so gewahlt, dafi die Base, in der sich sequenzahnliche Nukleinsaureanaloge 
unterscheiden, in oder nahe der Mitte der Sequenz liegt. 

Die erfindungsgemfiBen Tr&ger konnen auf folgenden Gebieten eingesetzt werden: 

Infektionskrankheiten, simultane Bestimmung unterschiedlicher Analyten/Parameter, aber 
auch Unterschung des Zustandes eines Genes in einem Bakterium oder Virus , z. B. 
Multidrug-Resistance. 

Onkologie (Nachweis von Mutationen in Tumorsuppressor- und Onkogenen und Be- 
stimmung des Verh&l trusses mutierter zu normaler Zellen. 

Untersuchung von Erbkrankheiten (Cystische Fibrose, Sichelzellanamie, etc.) 

Typisiemng von Geweben und Knochenmark (MHC-Komplex) (siehe Clin. Chem. 41/4, 
553-5 (1995)). 

In einer zweiten Anwendungsmflglichkeit kann eine Sequenz kurcer Nukleins&urefragmente 
nach dem Verfahren der sogenannten Sequencing by Hybridization bestimmt werden. 
Hierzu werden so viele unterschiedliche Nukleinsaureanaloge immobilisiert, wie sich Per- 
mutationen aus der gewahlten LSnge der Sequenz ergeben. Urn eine ausreichende Spezifitat 
zu erlangen, sind hierzu 4 N Stellen erforderlich, wenn N die Anzahl von Basen in jedem 
Nukleinsaureanalogen ist. Bevorzugt liegt N zwischen 5 und 12. Fur die Sequenzierung von 
sehr kurzen DNA-Fragmenten sind entsprechend weniger Stellen erforderlich. Das Ver- 
fahren zur Sequenzierung unbekannter Nukleinsauren durch Sequencing by Hybridization 
ist in WO 92/10588 beschrieben. 

Ein Vorteil der vorliegenden Erfindung ist, daO die Spezifitat der Hybridisierung weitgehend 
unabhangig von den Bedingungen in der Probe ist. Dies erleichtert die simultane Bindung 
von Nukleinsauren an unterschiedliche Bereiche der Oberflache. 

Uberraschenderweise hat sich herausgestellt, daB Nukleinsaureanaloge, wie PNA, an der 
Festphase eine hervorragende Fahigkeit zur Diskriminierung zwischen Sequenzen auf- 
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weisen. Diese Diskriminiening war besser als aus den Schmelztemperaturen analoger ge- 
loster Verbindungen zu erwarten war. 

Die erfindungsgemaBen Tr&ger sind erstaunlicherweise sogar zur mehrfach hintereinander 
durchgefuhrten Bestimmung von Nukleins&uren geeignet. Nach Durchfuhrung einer Be- 
stimmung wird der Trfcger in Kontakt mit einer Flussigkett einer Hitzebehandlung unter- 
zogen. Als Temperatur wird eine soiche gew&hlt, bei der die Bindung des Nukleins&ure- 
analogen an die gegebenenfalls gebundene Nukleinsaure geldst wird. Danach steht der 
Trfcger fur eine erneute Bestimmung zur Verfiigung. Mit Hilfe des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens ist zum ersten Mai eine Bestimmung relativer Mengen von nebeneinander in einer 
Probe vorhandenen sehr &hnlichen Nukleinsauren in einem Konzentrationsbereich von 
mindestens zwei logs moglich. Eine quantitative Bestimmung von Mutanten war bislang 
z. B. uber Sequenzierungsverfahren mdglich. Die hierbei erhaltliche Diskriminierung lag 
jedoch bei maximal 1 : 10. 

Ferner ist es mit Hilfe des erfindungsgemaBen Verfahrens moglich, doppelstr&ngige DNA 
ohne Denaturierung an die immobilisierten Nukleinsfcureanalogen des festen Tragers zu 
binden. Vergleichende Studien haben gezeigt, daB dies mit immobilisierter DNA nicht 
moglich ist. Es hat sich auBerdem gezeigt, das mismatches, die nicht im Zentrum des 
Hybrids liegen, ebenfalls mit hoher Selektivitat diskriminiert werden kdnnen. 

In FIG. la sind die Sequenzen der PNA-Molekulen gezeigt, mit deren Hilfe das Verfahren 
beispielhaft erlautert wird. Die PNAs wurden nach WO 92/20702 hergestellt. 

In FIG. lb sind die Sequenzen der DNA-Molekule gezeigt, die homolog zu den PNA 
Sequenzen aus FIG. la sind und fur die DNA/ODN-Hybridisierungsexperimente verwendet 
wurden. 

In FIG. lc sind die Sequenzen der verwendeten komplement&ren Oligonukleotide (ODN) 
angegeben, die am 5-Phosphat-Ende mit Hilfe des 5-DIG-Endlabeling Kits (Boehringer 
Mannheim) mit Digoxigenin markiert bzw. mit Polynukleotidkinase und 32 P-y-ATP 5 - 
phosphoryliert wurden. 

In FIG. Id sind die denkbaren Kombinationen von Oligonukleotid (ODN) und PNA zur 
Bildung von Hybriden gezeigt. Identische Kombinationen gelten fur Hybridisierungen 
zwischen DNA-Sonden (DNA, vgl. FIG. lb) und Oiigonukleotiden (ODN, vgi. FIG. lc). 
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In FIG. 2 sind die Hybridisierungsergebnisse aus Beispiel 4 gezeigt, das die Selektivitat der 
Methode verdeutlichen sollen. Die Bedingungen waren: 200 nl Spotvolumen (100; 10; 1; 
0,1 \xM PNA, je eine Konzentration pro Spalte), Inkubation bei 45 °C. 

In FIG. 3 sind die Hybridisierungsergebnisse aus Beispiel 6 gezeigt, das den Nachweis von 
PCR-Amplikons durch immobilisierte PNA-Sonden belegt Die Bedingungen waren: 200 nl 
Spotvolumen (100; 10; 1 ; 0,1 jiM PNA, je eine Konzentration pro Spalte) Inkubation bei 
45 °C AuBerdem bedeuten: 

I KontroUexperiment, ODN la (IpMol, InM), Zeile 1 (PNA1), Zeile 2 (PNA2) Zeile 3 
(PNA3) 

II ss Amplifikat ( 1 1 8bp, einfach DIG-markiert) 
5 min. Hitzedenaturierung bei 94°C 

(50\x\ PCR-Ansatz verdiinnt in 1ml Hybridisierungspuflfer) 
Zeile 1 (PNA1), Zeile 2 (PNA2) Zeile 3 (PNA3) 

IE ds Amplifikat ( 1 1 8bp, einfach DIG-markiert) 

(50^1 PCR-Ansatz direkt verdunnt in 1ml Hybridisierungspuflfer 
Zeile 1 (PNA1), Zeile 2 (PNA2) Zeile 3 (PNA3) 

In FIG. 4 sind die Ergebnisse der qualitativen und quantitativen Analyse von 
Analytgemischen durch PNA-Arrays gezeigt. Die Bedingungen waren: 200 nl Spotvolumen 
(100>iM PNA, je eine der PNA pro Zeile, je ein Analytgemisch pro Spalte). 

FIG 5 zeigt den EinfluO der Linkerltoge auf die Hybridisierung. Die Bedingungen waren: 
ljil Spotvolumen (100; 40; 20; 10; 5; 1 \M PNA, je eine Konzentration pro Spalte, (Ado) 3 - 
PNA in Reihe 1, (Ado^-PNA i n R e ihe 2, (Ado)srPNA in Reihe 3). In FIG. 5 bedeuten: 

A. Vorhybridisierung / Hybridisierung in 5mM Natriumphosphat, 0. 1% SDS, pH 7.0 

B. Vorhybridisierung / Hybridisierung in lOmM Natriumphosphat, 0. 1% SDS, pH 7.0 

C. Vorhybridisierung / Hybridisierung in 25mM Natriumphosphat, 0. 1% SDS, pH 7.0 

Die FIG. 6a - 6c beweisen die MGglichkeit, PNA-derivatisierte Membranen nach der 
Regenerierung mehrfach zu venvenden. Die Bedingungen waren: 1^1 Spotvolumen (100; 
40; 20, 10; 5, 1 \iM PNA, je eine Konzentration pro Spalte) 
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In FIG. 6bcdeuten: 

6a: Signaiintensitaten nach der ersten Hybridisierung 
6b: Signalintensitaten nach der Regenerierungsprozedur 
Membran 1: keine Regenerierung (Kontrolle) 

Membran 2: Regenerierung mit 0.1M Natronlauge, RT lh, 2x lOmin. bidest. Wasser RT 
Membran 3: Regenerierung mit 1M Natronlauge, RT lh, 2x lOmin. bidest. Wasser RT 
Membran 4: Regenerierung mit dest. Wasser, 70°C lh, 2x lOmin. bidest. Wasser RT 
Membran 5: Regenerierung mit 0. 1M Natronlauge, 70°C lh,2x lOmin. bidest. Wasser RT 

6c: Signalintensitaten nach der Rehybridisierung 

Die voriiegende Erfindung wird durch die folgenden Beispiele weiter erlautert: 
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Beispiele 

Allgemeines: 

Die benutzten Nukleinsaureanalogen wurden gemafl WO 92/20702 hergestelit. Chemikalien 
und Reagenzien waren, soweit nicht gesondert angegeben, von der Boehringer Mannheim 
GmbH. 

Bgigpigl t; 

Kovalente Derivatisierung von Nylonmembranen 

200 nl einer Losung, welche PNA in der gewiinschten Konzentration in 0.5 M Natrium- 
carbonat pH 9.0 enthalt, werden auf eine Immunodyne ABC Membran (Pall) mit einer 
Pipette aufgetragen. Nach dem Trocknen der Spots werden noch vorhandene reaktive 
funktionelle Oberfl&chengruppen durch Waschen der Membran mit 0. 1 M Natronlauge 
deaktiviert. Es wird mit Wasser nachgewaschen und danach die Membran getrocknet. 

Bgigpigl 2: 

Nachweis eines Hybridisierungsereignisses durch Lumineszenz 

Die Membran wird unter Verwendung von 100 yM, 10 jiM, 1 \xM und 0. 1 \xM PNA- 
Lbsungen wie unter Beispiel 1 beschrieben derivatisiert. AnschlieBend wird sie in einem 
50 ml HybridisierungsgefaB mit 10 ml Hybridisierungspuffer (10 mM Natriumphosphat 
pH 7.2, 0. 1% SDS (Natriumdodecylsulfat)) im Hybridisierongsofen bei 45°C 
prahybridisiert. Nach 30 min. werden 10 \i\ einer Losung, die DIG-rnarkiertes 
Oligonukleotid in 1 \xM Konzentration enthalt, zugegeben und es wird weitere 60 min. 
hybridisiert. Danach wird 2x10 min. mit je 25 ml Waschpuffer (5 mM Natriumphosphat 
pH 7.2, 0.05% SDS) bei 45°C gewaschen. Die Nachweisreaktion wird gemafl dem 
Protokoll fur die Digoxigenin Detektion (DIG-Detection-Kit, Boehringer Mannheim 
GmbH, BRD) durchgeahrt. Dabei wird Anti-DIG-AP-Konjugat in einer Verdunnung von 
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1 : 10000 verwendet. AIs Substrat fur die Alkalische Phosphatase wird CDP-Star™ in einer 
Verdunnung von 1 : 1 0000 eingesetzt. 

Bei?pjel3: 

Nachweis eines Hybridisierungsereignisses durch Fluoresenz 

Die Membran wird unter Verwendung 100 jiM, 10 nM und 1 jiM PNA-Losung wie unter 
Beispiel 1 beschrieben derivatisiert. Die Membran wird in einem 50 ml SchraubgefaB mit 
10 ml Hybridisierungspuffer (vgl. Beispiel 2) im Ofen bei 45°C prahybridisiert. Nach 
30 min. werden 10 \x\ einer L6sung, die ein fluoreszenzmarkiertes Oligonukleotid in einer 
Konzentration von 1 \iM enthait, zugegeben und es werden weitere 60 min. hybridisiert. Im 
AnschluO wird die Membran 2x10 min. mit je 25 ml Waschpuffer (vgl. Beispiel 2) bei 45°C 
gewaschen. Die Fluoreszenzintensit&ten werden nach dem Trocknen der Membran ge- 
messen. 

Bgispisl 4: 

Selektivitat der Methode 

Drei Membranstreifen werden mit jeweils drei (AdoVPNA-Molekiilen, die sich in ihrer 
Basenabfolge an einer bzw. zwei Positionen unterscheiden (vgl. FIG. la, SEQ.ID.NOS. 1, 
2, 3), unter Verwendung von PNA-L6sungen im Konzentrationsbereich zwischen 100 jiM 
und 0,1 jiM analog Beispiel 1 derivatisiert. Die Membranstreifen werden in 50 ml 
SchraubgefaBen mit 10 ml Hybridisierungspuffer 30 min. prahybridisiert. Anschlieflend wird 
jeweils eines der drei DIG-markierten Oligonukleotide (FIG. lb, SEQ.ID.NOS. 4, 5, 6) 
zugegeben. Nach 60 min. Hybridisierungsdauer wird 2 x 10 min. mit je 25 ml Waschpuffer 
gewaschen. Die Hybridisienxngsereignisse werden, wie in Beispiel 2 beschrieben, nach- 
gewiesen. 

In FIG. Id sind alle moglichen doppelstrangigen Hybride zwischen den beteiligten PNA- 
Molekulen und den Oligonukleotiden dargestellt. Aus FIG. 2 ist ersichtlich, daB praktisch 
immer nur das Oligonukleotid nachgewiesen wird, welches zu dem immobilisierten 
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Nukleinsaureanalogen (PNA 1, PNA 2, PNA 3) exakt komplementar ist. Aus der Abbildung 
konnen auBerdem die Signal-Rausch-Verhaltnisse (S/N) abgeschatrt werden. Sie wurden 
quantitativ ausgewertet, die Ergebnisse sind in Tabelle 1 wiedergegeben. 
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TabeUe 1 



Hybrid (PNA/ODN) 


S/N 


Signal (HybridySignal (Match) 


l/l 


655,2 


100,0% 


2/1 


20,7 


3,2 % 


3/1 


10,3 


1,6% 


1 /2 


23,1 


2,6 % 


2/2 


871,8 


100,0% 


3/2 


6,4 


0,7 % 


1/3 


109,4 


22,7 % 


2/3 


12,3 


2,5 % 


3/3 


481,1 


100,0% 
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Qgispigl 5: 



Quantifizierung 

Membranstreifen werden mit drei (AdoyPNA-Molekiilen, die sich in ihrer Basenabfolge 
(FIG. la, SEQ.ID.NOS. 1, 2, 3) unterscheiden, in einer Konzentration von 100 \kM analog 
Beispiel 1 derivatisiert. AnschlieBend werden sie in 20 ml Hybridisierungsgef&Ben mit 10 ml 
Hybridisierungspuffer (vgl. Beispiel 2) bei 45°C pr&hybridisiert. Nach 30 min. wird der 
Puffer gewechselt. In den Experimenten 1 bis 7 unterscheidet sich der hinzugegebene PuflFer 
in den Analytkonzentrationen der DIG-markierten Komponenten Oligonukleotid 1, 2 und 3, 
SEQ.ID.NOS. 4, 5, 6. Nach 60 min. Hybridisienmgdauer bei 45°C wird 2x10 min. mit 
10 ml Waschpuffer gewaschen und der Nachweis eines Hybridisierungsereignisses wird wie 
in Beispiel 2 gefiihrt. Das Lumineszenzsignal wird mit einem Lumineszenz-Imager 
aufgezeichnet und anschlieflend ausgewertet (FIG. 4). 

Die gefiindenen Signalintensitaten ermbglichen sowohl eine qualitative als auch 
semiquantiutive Aussage uber die Zusammensetzung des Analytgemisches. Absolute 
quantitative Aussagen sind nach einer Eichung der Signalintensitaten moglich. 

Bqigpigl 6: 

Nachweis von PCR-Amplikons 

A. Gewinnung eines geeigneten Analyten (Amplifikat) 

In ein pUC19-Plasmid wird ein doppelstrangiges DNA-Fragment ligiert, dessen Sequenz 
komplementar zur PNA-Sonde PNA1 ist. Das Plasmid wird in E.coli transformiert, kloniert 
und anschlieflend sequenziert. Fur die nachfolgenden Hybridisieningsexperimente wird ein 
Abschnitt der Plasmidsequenz amplifiziert und wahrend der Amplifikationsreaktion DIG- 
markiert. Die Amplifikation wird in einem Gesamtvolumen von 50 \xl durchgefuhrt. Der 
Amplifikationsansatzbestehtaus 1 \xl Plasmid (1 ng/pl), 1 ^1 Primer Fl (10 nM), 1 \i\ DIG- 
Primer Rl (10 ^M), 5 nl 10 x PCR Puffer (100 mM Tris/HCl, 15 mM MgCl 2 , 500 mM 
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KCi, pH 8.3), 2 nl dNTP-Ldsung (10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM dGTP, 10 mM 
dTTP in dest. Wasser pH 7.0), 0.5 \il Taq-Polymerase (5 Unit/jil) und 38.5 \xl Wasser. 

Primer F 1 : 5'-GTA AAA CGA CGG CCA GT-3' (SEQ.ID.NO. 1 2) 
Primer Rl : 5'-DIG-AAC AGC TAT GAC CAT GA-3* (SEQ.ID.NO. 13) 

Jeder Reaktionsansatz wird 3 min. auf 96°C erhitzt und anschlieflend werden 30 Runden 
eines 3-Stufen PCR-Zyklus durchgefuhrt (45 sec. 96°C, 30 sec. 48°C, 1 min. 72°C). Im 
letzten Zykius wird der Elongationsschritt urn 5 min bei 72°C verlangert. 

B. Hybridisiemngsreaktion 

Die Membranen werden mil jeweils drei (AdoVPNA-Sequenzen, die sich in ihrer 

Basenabfolge an einer bzw. zwei Positionen unterscheiden (vgl. FIG. la, SEQ.ID.NOS. 1, 

2, 3), unter Verwendung von PNA-Losungen im Konzentrationsbereich zwischen 100 jxM 

und 0, 1 yM analog Beispiel 1 derivatisiert. Die Vorbehandlung der Membran erfolgt in 

einem 20 ml HybridisierungsgefaB mit 5 ml Hybridisieningspuffer bei 45°C. Nach 30 min. 

wird der Puffer gewechselt und die Analytldsung wird zugegeben. Fur die Hersteliung der 

Analytldsung wird der Amplifikationsansatz direkt (ds Amplicon) bzw. nach 5 min 

Hitzedenaturiemng (ss Amplicon) in 1 ml Hybridisierungspuffer verdiinnt. Nach 1 h, 2 h 
i 

30 min. bzw. 4 h Hybridisierung bei 45°C wird 2 x 10 min. mit je 5 ml Waschpuffer 
gewaschen. Hybridisierungsereignisse werden, wie in Beispiel 2 beschrieben, nachgewiesen 
(FIG. 3). 

In FIG. 3 sind 9 Felder zu sehen. Die Reihen unterscheiden sich in der L&nge der 
Inkubationszeit (4 h, 2 V% h und 1 h). Die Spalten unterscheiden sich in der Art der 
nachzuweisenden Nukleinsaure. In jedem der 3 Felder von Spake I sind 
3 ubereinanderliegende Reihen von Spots aufgebracht. Die Reihen unterscheiden sich in der 
Sequenz der PNAs, w&hrend die Spalten jeden Feldes sich in der Konzentration 
unterscheiden. Sowohl die Spezifitat als auch die Quantifizierbarkeit fur den Fall von 
Oligonukleotiden als nachweisende Nukleinsaure gehen aus Spalte I hervor. 
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In der Abbildung ist der EinfluB der Inkubationszeit zu erkennen. £s wird klar, daB schon 
bci einstttndiger Hybridisicrung cine hervorragendc Sequenz-Diskriminierung fiir ODN la 
und den Amplifikaten erreicht wird. Die Spalten II und m in FIG. 3 unterscheiden sich 
dadurch, daB im einen Fail ein zuvor einzelstr&ngig gemachtes Ampiifikat und in Spalte III 
ein nicht zuvor einzelstrangig gemachtes Amplifikat als nachzuweisende Nukleinsaure 
eingesetzt werden. Aus den Signalen ist erkennbar, daB es nicht erforderlich ist, doppel- 
str&ngige Nukleinsauren vor Aufbringung auf den festen Trager zu denaturieren. Dies fiihrt 
zu einer Einsparung von Arbeitsschritten (Hitzeschritt, Einzelstrangseparation, Wasch- 
schritt) und verringert dadurch die Kontaminationsgefahr, so daB PNA-Sonden in 
Verbindung mit Niedrigsalzbedingungen deutliche Vorteile gegenuber DNA-Sonden zeigen. 

ggispid 7 

Vergleich PNA / DNA Hybridisiemng 

Membranstreifen werden mit jeweils drei (AdoVPNA-Sequenzen (SEQ.ID.NOS. 1, 2, 3) 
sowie drei DNA-Molekulen (SEQ.ID.NOS. 8, 10, 1 1), die sich in ihrer Basenabfolge an 
einer bzw. zwei Positionen unterscheiden (vgl. FIG. la und lb), unter Verwendung von 
50 \iM Losungen analog Beispiel 1 derivatisiert. In Abanderung zu Beispiel 1 betrfcgt das 
Spotvolumen 400 nl statt 200 nl. Die Membranstreifen werden in 20 ml 
HybridisierungsgefiBen wahlweise mit 5 ml Niedrigsalzpuffer (vgl. Beispiel 2) oder 
Hochsalzpuffer (6 x SSC: 0.9 M NaCl, 90 mM Natriumcitrat, 0. 1 % SDS, pH 7.0) bei 37°C 
bzw. alternativ 45°C 30 min. prfthybridisiert. AnschlieBend wird jeweils eines der drei Dig- 
markierten Oligonukleotide (FIG. lc, SEQ.ID.NOS. 4, 5, 6) zugegeben. Nach 60 min. 
Hybridisierungsdauer wird 2 x 10 min mit je 5 ml Waschpuffer bei 37°C bzw. 45°C 
gewaschen. Fur die Niedrigsalzexperimente wird der Waschpuffer aus Beispiel 2 verwendet 
und fur die Hochsalzexperimente ein 1 x SSC-Puffer mit 0.02 % SDS, pH 7.0. Die 
Hybridisierungsereignisse werden wie in Beispiel 2 nachgewiesen. Die Auswertung erfolgte 
quantitativ und ist in Tabelle 2 dargestellt. 

Sowohl die DNA- als auch die PNA-Sonden sind in der Lage, vollstandig komplementare 
einzelstrangige Zielsequenzen von einzel- und doppelt fehlpaarenden Sequenzen zu 
unterscheiden. Deutliche Vorteile der PNA-Sonden gegenuber der DNA-Sonden ergeben 
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sich fur bestimmte Arten der Fehlpaaning, besonders wenn diese nicht in der Mitte der 
Sequenz liegt, sondern terminal verschoben ist. Besonders deutlich wird dies am Beispiel 
einer dezentralen G/T-Fehlpaaning (Sonde 1 / ODN 3), die von der DNA-Sonde starker 
toleriert wird als von der sequenaddentischen PNA-Sonde. 
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Tabelle 2 









P^febNAT 


ODN1 


PNA45*C. low salt 
DNA 37*C hiah salt 


100.0% 
100,0% 


1.2% 
1.2% 


1.5% 
6.4% 


ODN2 


PNA45'C. low salt 
DNA 37*C. high salt 


1.1% 
<2%* 


100.0% 
100.0% 


2.9% 
<2%* 


ODN3 


PNA 45*C. low salt 
DNA 37*C, high salt 


26.0% 
66.5% 


1,5% 
<2%* 


100,0% 
100.0% 



* genauer Wert nicht bestimmbar, da Spotintensitat kleiner als Standardabweichung des 
Untergnindsignals 
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Beispiel 8 

EinfluB der Lange des Linkers zwischen Membran und PNA-Sonden 

Membranstreifen werden mit PNA-Molekiilen (vgl. FIG. la, SEQ.ID.NOS. 7, 1, 9), die sich 
in der Lange des Linkers (Ado 3> Ado* bzw. Aden) unterscheiden, unter Venvendung von 
PNA-L6sungen im Konzentrationsbereich zwischen 100 jiM und 1 \iM analog Beispiel 1 
derivatisiert. In Abanderung zu Beispiel 1 betrfigt das Spotvolumen 1 nl statt 200 nl. Die 
Membranstreifen werden in HybridsierungsgefiBen mit 10 ml Hybridisierungspuffer (5, 10 
bzw. 25 mM Natriumphosphat, 0.1 % SDS, pH 7.0) 30 min. bei 35°C prahybridisiert. 
AnschlieBend werden 10 pMol 32 P-markiertes Oligonukleotid (vgl. FIG. lc: ODN lb, 
SEQ.ID.NO. 4) zugegeben und 60 min. bei 50°C hybridisiert. Die Membranen werden 2 x 
10 min. mit 50 ml Waschpuffer (5 mM Natriumphosphat, 0. 1 % SDS, pH 7.0) bei 50°C 
gewaschen. Der Nachweis von Hybridisieningsereignissen erfolgt durch Autoradiographic 
(FIG. 5) Der Abbildung kann entnommen werden, dafl mit einem langeren Linker die 
Hybridisiemng deutlich verbessert werden kann. 

Beispiel 9 

Wiederverwendung von PNA-Membranen 

Eine Membran wird mit (Ado)«-PNA-Molekulen (vgl. FIG. la: PNA lb, SEQ.ID.NO. 1) 
unter Venvendung von PNA-Ldsungen im Konzentrationsbereich zwischen 100 \xM und 
1 \iM analog Beispiel 1 derivatisiert. Die PNA wird dabei in filnf identischen 
Konzentrationsreihen aufgetragen. Wie in Beispiel 8 betrSgt das Spotvolumen 1 \xl Die 
Membran wird in einem Hybridsierungsgeftfi mit 10 ml Hybridisierungspuffer (10 mM 
Natriumphosphat, 0.1 % SDS, pH 7.0) 30 min. bei 35°C pr&hybridisiert. AnschlieBend 
werden 10 pMol 32 P-markiertes Oligonukleotid (vgl. FIG. lc: ODN lb, SEQ.ID.NO. 4) 
zugegeben und 60 min. bei 50°C hybridisiert. Die Membran wird 2x10 min. mit 50 ml 
Waschpuffer (5 mM Natriumphosphat, 0.1 % SDS, pH 7.0) bei 50°C gewaschen. Der 
Nachweis von Hybridisieningsereignissen erfolgt durch Autoradiographic (FIG. 6a). Nach 
der Autoradiographic wird die Membran in funf identische Streifen geschnitten. Diese 
Membranstreifen werden im Verlauf des weiteren Experimentes unterschiedlich behandelt. 
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Membran 1 wird nicht inkubiert und diem als Kontrollmembran, Membran 2 wird 60 min. 
bei Raumtemperatur mit 50 ml 0. 1 M Natronlauge inkubiert, Membran 3 fur denselben 
Zeitraum mit 50 ml 1 M Natronlauge, Membran 4 wird 60 min. bei 70°C mit 50 ml dest. 
Wasser inkubiert und Membran 5 wird 60 min. bei 70°C mit 50ml 0. 1 N Natronlauge 
inkubiert. Anschlieflend werden alle Membranen 2x10 min. mit dest. Wasser bei 
Raumtemperatur gewaschen. Nach dieser Prozedur wird emeut eine Autoradiographic 
durchgefiihrt (FIG. 6b). AbschlieBend werden diese Membranstreifen ein weiteres Mai in 
einer Hybridisierungsreaktion wie beschrieben eingesetzt und die Hybridisiemngsereignisse 
werden durch Autoradiographic nachgewiesen (FIG. 6c). 

Wie FIG. 6b zeigt, erh&lt man durch die unterschiedlichen Behandlungsmethoden sehr 
verschiedene Resultate. Eine Behandlung mit bidest Wasser bei 70°C (Membran 4) bewirkt 
eine nahezu vollstfindige Regenerierung der Membran. Unerwarteterweise ist der Erfolg der 
Regenerierung schlechter, wenn Bedingungen verwendet werden, die i.a. fur die 
Denaturierung von Nukleins&uren ublich sind. So ergibt die Inkubation der Membran 3 mit 
1 M Natronlauge bei Raumtemperatur kaum einen Regenerierungseffekt. Eine Erniedrigung 
der Natronlaugenkonzentration von 1 M auf 0. 1 M erhoht den Grad der Regenerierung 
sowohl bei Raumtemperatur (Membran 2) als auch 70°C (Membran 5). Keine dieser 
Bedingungen fuhrt jedoch zu einem annahernd guten Regenerierungsgrad, wie dies mit 
bidest. Wasser der Fall ist (Membran 4). Das Beispiel zeigt, dafi diese Bedingungen 
wichtige Parameter fur die effiziente Denaturierung von membrangebundenen PNA/DNA- 
Doppelstrangen sind. 

Unabhangig von der Regenerierungsmethode konnen alle Membranen zur erneuten 
Hybridisierung verwendet werden (FIG. 6c), ohne daB eine erhebliche Verschlechterung des 
Signal/Rausch-Verhaltnisses beobachtet wird. Bis zu 6 Rehybridisienmgen konnten ohne 
merklichen Einflufl auf die Regenerierbarkeit oder die Rehybridisierungsfahigkeit der PNA- 
Membranen durchgefiihrt werden. 
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SequenxprotokoU 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhoferstr. 1 16 

(C) ORT: Mannheim 

(E) LAND: DE 

(F) POSTLEITZAHL: 68298 

(G) TELEFON: 0621 759 4348 

(H) TELEFAX: 0621 759 4457 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Sequenzspezifischer Nachweis von 

Nukleinsauren 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 13 

(iv) COMPUTER-LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 16 Aminosauren 

(B) ART: Amino saure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 



(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL. Modified-site 

(B) LAGE:1 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( I -thyminyl)acetyl)-N-(2-ammo(>r-hexa(8-amino-3,6-dioxa-octano- 1 -yl))- 
ethyt)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:2 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -guaninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:3 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-((l-thyininyl)acetyl)-N-(2-aniinoethyl)-beta-alanine'' 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:4 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL. 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:5 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note="Xaais 
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N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aniinoethyl)-beta-alanine M 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:6 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note 2 "Xaa is 

N-(( 1 -guaninyl)acetyl)-N-(2-aminoethy l)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:7 

(D) SONSTIGE ANGABEN : /product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -thyminyl)acetyl)-N-{2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:8 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-((l-cytosyl)ac€tyl)-N-(2-aminoethyl)-beU-aianine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:9 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyOacetyO-N^-aminoethyO-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:10 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 
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N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aininoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:11.12 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-((l-adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alaninc" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:13 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aininoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:14 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -thyminy0acetyl)-N-(2-aininoethyl)-beta-alanine'' 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:15 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aininoethyl)-beta-alanine " 
(xi) SEQUENZBESCHREEBUNG: SEQ ID NO: 1 : 



Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly 
15 10 15 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 16 Aminosauren 

(B) ART: Amino saure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE: 1 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-((l-thyminyl)acctyl)-N-(2-ainino(N-hexa(8-aniino-3,6-dioxa-octano- 1 -yl))- 
ethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:2 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -guaninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine M 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:3 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -thyminyl)acetyl>N-(2-aminoethyl)-beta«alanine M 



(ix) MERKMAL: 
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(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:4 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-((l-adeninyl)acetyl)-N-(2-aniinoethyl)-beta-alanine'' 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:5 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-((l-cytosyl)acetyi)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:6 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note 2 "Xaa is 

N-(( 1 -guaninyOacetyO-N-CZ-aminoethyO-beto-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:7 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-((l-thyminyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine• , 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:8 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -guaninyl)acetyi)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHL0SSEL: Modified-site 

(B) LAGE:15 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine " 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2: 

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly 
15 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 16 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHL0SSEL: Modified-site 

(B) LAGE: 1 

(D) SONSTIGE ANGABEN/product- "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-((l-thyminyl)acetyl>N-(2-amino(N-hexa(8-amino-3,6-dioxa-octano-l-yl))- 
ethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHL0SSEL: Modified-site 

(B) LAGE:2 
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(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -guaninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix)MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:3 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N^l-thynrayOacetyl^N^-aminoethylJ-beta-alanine" 

(ix)MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLLJSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:4 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
. /note= "Xaa is 
N-((l-adeninyl)acetyl>N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix)MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:5 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-<( 1 -cytosyl)ac^l)-N-(2-aininoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE6 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-al^.'une , ' 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:7 
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(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N^Cl-thyminyOacetylJ-N-CI-aminocthyO-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:8 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acctyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:9 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyi)acetyl)-N-(2-aininoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:10 

(D) SONSTIGE ANG ABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl>N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:ll..l2 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aininoethyl)-beta-alanine" 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:13 



WO 96/27680 



-39- 



PCT/EP96/00893 



(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyI)acety l)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix)MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:14 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N^l-thynunyOacetyl^N-Cl-aminoethyO-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:15 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(l-adeninyl)acetyl)-N-(2-aniinoethyl)-beta-alanine " 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3: 

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly 

15 10 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Basenpaare 

(B) ART: Nudeotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodesoxyribonukleotid" 



(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
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(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: misc_feature 

(B) LAGE:15 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "markiert am 5'-Phosphat mit Digoxigenin iiber 
Aminoiinker (Boehringer Mannheim GmbH, BRD) oder 32-P" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

TAGTTGTGAC GTACA 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: IS Basenpaare 

(B) ART: Nudeotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Obgodesoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: miscjeature 

(B) LAGE:15 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "markiert am 5'-Phosphat mit Digoxigenin liber 
Aminoiinker (Boehringer Mannheim GmbH BRD)" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5: 



TAGTTGTCAC GTACA 



15 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 15 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "OUgodesoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: miscjeature 

(B) LAGE:15 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "markiert am S'-Phosphat mit Digoxigenin uber 
Aminolinker (Boehringer Mannheim GmbH, BRD)" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

TAGTTGTGAT GTACA 15 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE. 15 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 
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(iv) ANTISENSE: JA 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:1 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -thyminyl)acetyl)-N-(2-amino(N'-tri(8-amino-3 ,6-dioxa-octano- 1 -yl)> 
ethyl)-beta-alanine" 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:2 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -guaninyl)acetyl>N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE.3 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-((l-thyminyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine n 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:4 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:5 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
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/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aminoethy l)-beta-alanixie" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:6 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-((l-guaninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine ,, 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:7 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -thyminyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine ,, 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:8 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aminoethyI)-bete-alanine H 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:9 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-((l-adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beU-aIanine" 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:10 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
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/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE: 11.. 12 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLtJSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:13 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beu-alanine M 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE: 14 

(D) SONSTIGE ANGABEN/product- "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-((l-thyminyl)acetyl>N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE: 15 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-( 1 -adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine " 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7: 



Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly 

15 10 15 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodesoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREBUNG: SEQ W NO: 8: 
ITi m 1111 TTTTTTGTAC GTCACAACTA 30 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 16 Aminosauren 

(B) ART: Aminosaure 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:1 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 



WO 96/27680 



-46- 



PCT/EP96/00893 



N-(( 1 -thyminyl)acetyl)-N-(2-aminoG s ''-nona(8-amino-3 ,6-dioxa-octano- 1 -yl))- 
ethyl>beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:2 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -guaninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:3 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

NK(l-thyminyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:4 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-((l-adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-aianine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:5 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:6 

(D) SONSTIGE ANGABEN :/product= "OTHER" 
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/note= "Xaa is 

N^l-guaninylJacetylVN-KZ-aminoethyO-beta-alanine" 

(ix)MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:7 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N^Cl-thyminyl^tylJ-N^-aminoethyi^beU-alanine'' 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE.8 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -cytosyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:9 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-((l-adeninyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alanine'' 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) L AGE: 10 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -qrtosyl)acetyl)-N-(2-aininoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:11..12 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
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/note= "Xaa is 

N-(( 1 -adellinyl)acetyl)-N-(2-aminoethyl)-beta-alaIune , ' 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:13 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-(( 1 -<^osyl)acetyl>N-(2-aminoethyl)-beU-alanine" 



(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:14 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-<(l-thyranyl)acetyl>N-(2-aminoethyl)-beta-alanine" 

(ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: Modified-site 

(B) LAGE:15 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/product= "OTHER" 
/note= "Xaa is 

N-( 1 -adeninyl)acetyl>N-(2-aininoethyl)-beta-alanine " 
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9: 

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Gly 
15 10 15 



(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 
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(D) TOPOLOGE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREffiUNG: /desc = "Oligodeoxyribonikleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10: 
1111111111 TTTTTT GTAC GTGACAACTA 30 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1 1 : 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 30 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1 1: 

nmnui ttttttgtac atcacaacta 30 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 17 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 
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(ii) ART DES MOLEKULS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Ougodeoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(xi) SEQUENZBESCHREffiUNG: SEQ ID NO: 12: 
GTAAAACGAC GGCCAGT 
(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13 . 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN 

(A) LANGE: 17 Basenpaare 

(B) ART. Nucleotid 

(C) STRANGFORM: Einzelstrang 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKsLS: Sonstige Nucleinsaure 

(A) BESCHREIBUNG: /desc = "Oligodeoxyribonukleotid" 

(iii) HYPOTHETISCH: NEIN 

(ix)MERKMAL: 

(A) NAME/ SCHLUSSEL: miscjeature 

(B) LAGE: 1 

(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "A am 5'-Terminus ist mit Aminomodifier 
(Boehringer Mannheim GmbH) an Digoxigenin gebunden" 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13: 



AACAGCTATG ACCATGA 



17 
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Patentanspruche 

1 . Fester TrSger, an dessen Oberflache an unterschiedlichen Stellen zwei oder mehr Nu- 
kleinsaureanaloge unterschiedlicher Basensequenz gebunden sind. 

2. Trager gemafl Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Nukleinsaureanalogen 
kovalent gebunden sind. 

3. Trager gemafl einem der Anspniche 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die 
Nukleinsaureanalogen uber einen Linker von mehr als 1 5 Atomen und weniger als 
200 Atomen Lange gebunden sind. 

4. Trager gemafl einem der vorangehenden Anspniche, dadurch gekennzeichnet, dafl der 
feste Trager eine nicht geladene und/oder hydrophile Oberflache hat. 

5. Verfahren zum sequenzspezifischen Nachweis einer Nukleinsaure durch 

- Inkontaktbringen einer nukleinsaurehaltigen Probe mit den Stellen auf der Ober- 
flache eines Tragers gemiB einem der Anspniche 1 bis 4, wobei mindestens ein 
Nukleinsfiureanaloges eine Basensequenz aufweist, die komplement&r zu einer 
Basensequenz der nachzuweisenden Nukleinsaure ist und wobei mindestens ein 
weiteres Nukleinsaureanaloges eine Basensequenz aufweist, die nicht zu einer 
Basensequenz der nachzuweisenden Nukleinsaure kompiementar ist, unter Bedin- 
gungen bei denen die nachzuweisende Nukleinsaure an das Nukleinsaureanaloge 
bindet; 

- Bestimmung der stattgefundenen Bindung an der vorbestimmten Stelle als ein 
Zeichen der Anwesenheit der nachzuweisenden Nukleinsaure. 

6. Verfahren gemaB Anspnich 5, dadurch gekennzeichnet, dafl die Bedingungen, bei 
denen die nachzuweisende Nukleinsaure an das Nukleinsaureanaloge bindet, die An- 
wesenheit von weniger als 100 mM Salzen bedeuten. 

7. Verfahren gemafl einem der Anspniche 5 oder 6, dadurch gekennzeichnet, dafl die 
nachzuweisende Nukleinsaure Resultat einer Nukleinsaure- Amplifikationsreaktion ist. 
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8. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dafl die Nu- 
kleinsaure nachweisbar markiert ist. 

9. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die statt- 
gefiindene Bindung mit Hilfe eines interkalierenden Agens nachgewiesen wird. 

10. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB die statt- 
gefundene Bindung mit Hilfe eines nachweisbar markierten Antikorpers gegen das 
Bindungsprodukt nachgewiesen wird. 

1 1 . Verfahren zum selektiven Nachweis von Mutanten von Nukleinsauren in Gegenwart 
eines groBen Uberschusses von nicht-mutanten Nukleinsauren, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die nukleins&urehaltige Probe mit einem Trager gemaB Anspruch 1 in 
Kontakt gebracht wird und die Bindung der mutanten Nukleinsauren oder/und der 
nicht-mutanten Nukleinsauren an unterschiedliche Stellen bestimmt wird. 

12. Verfahren zur Bestimmung der relativen Menge einer mutanten und einer nonnalen 
Nukleinsaure durch Inkontaktbringen einer nukleinsaurehaltigen Probe mit einem 
festen Trager gemafl Anspruch 1 und Ableitung einer Information fur die Menge an 
mutanten Nukleinsauren durch Vergleich der gebundenen mutanten Nukleinsaure und 
nicht-mutanten Nukleinsaure. 

13. Verwendung eines festen Tragers gemaB Anspruch 1 zur quantitativen Bestimmung 
von Nukleinsauren. 
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^ g 5EQ.ID.NO 

H-adoa -TGT ACG TCA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA la 7 

H-ado« -TGT ACG TCA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA lb 1 

H-ad09 -TGT ACG TCA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA lc 9 

H-ado< -TGT ACG TGA CAA CTA -Gly-NHj PNA 2 2 

H-ado« -TGT ACA TCA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA 3 3 

FIG. la 

5 -(T)i5 TGT ACG TCA CAA CTA -3' DNA 1 8 

5'-(T)is TGT ACG TGA CAA CTA-3' DNA 2 10 

5'-(T) 15 TGTACATCACAACTA-3* DNA 3 11 

FIG. lb 

Dig-5'-TAG TTG TGA CGT ACA -3' ODN la 4 

J2 P-5 '-TAG TTG TGA CGT ACA -3 ' ODN lb 4 

Dig-5'-TAG TTG TCA CGT ACA -3' ODN 2 5 

Dig-5'-TAG TTG TGA TGT ACA -3' ODN 3 6 



FIG. lc 



WO 96/27680 PCI7EP96/00893 

2/8 

H-adoe - TGT ACG TCA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA 1 

3'- ACA TGC AGT GTT GAT-5 -Dig ODN 1 

H-ado«-TGTACGTGACAACTA-Gly-NH 2 PNA 2 

3 '- ACA TGC AGT GTT GAT-5'-Dig ODN 1 

H-ad06-TGTACATCACAACTA-Gly-NH 2 PNA 3 

3 ACA TGC AGT GTT GAT-5'-Dig ODN 1 

H-ado« - TGT ACG TCA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA 1 

3'- ACA TGC ACT GTT GAT-5-Dig ODN 2 

H-ado« - TGT ACG TGA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA 2 

3 ACA TGC ACT GTT GAT- 5 -Dig ODN 2 

H-ado« - TGT ACA TCA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA 3 

3 '- ACA TGC ACT GTT GAT-5 -Dig ODN 2 

H-ado« - TGT ACG TCA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA 1 

3 '- ACA TGT AGT GTT GAT-5 '-Dig ODN 3 

H-ado« - TGT ACG TGA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA 2 

3'- ACA TGT AGT GTT GAT-5 -Dig ODN 3 

H-ado« - TGT ACA TCA CAA CTA -Gly-NH 2 PNA 3 

3 '- ACA TGT AGT GTT GAT-5 -Dig ODN 3 



FIG. Id 
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1nM ODN 1: 
PNA1 

PNA2(G/G) 
PNA3(A/C) 



1nM ODN 2: 
PNA 1 (C/C) 
PNA2 

PNA 3 (A/C, C/C) 



1nM ODN 3: 
PNA 1 (G/T) 
PNA 2 (G/T, G/G) 
PNA 3 



FIG. 2 
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I II III 



4h Hybridisierung 



2h 30 min. Hybridisierung 



1h Hybridisierung 



I Kontrollexperiment, ODN 1a (1pMol, 1nM), Zeile 1 (PNA1), Zeile 2 (PNA2) Zeile 3 (PNA3) 

II ss Amplifikat (1 1 8bp, einfach DIG-markiert) 
5 min. Hitzedenaturierung bei 04 # C 

(50pl PCR-Ansatz verdQnnt in 1ml Hybridisierungspuffer) 
Zeile 1 (PNA1), Zeile 2 (PNA2) Zeile 3 (PIMA3) 

III ds Amplifikat (1 1 8bp, einfach DIG-markiert) 

(50pl PCR-Ansatz direkt verdQnnt in 1ml Hybridisierungspuffer 
Zeile 1 (PNA1), Zeile 2 (PNA2) Zeile 3 (PNA3) 





FIG. 3 




Abb. 4 
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Ado3 - PNA 



A 



\ 



Ado6 - PNA 



Ado9-PNA 



B 



r 



Ado3 - PNA 
Ado6 - PNA 
Ado9-PNA 



Ado3 - PNA 



Ado6 - PNA 



Ado9-PNA 



1 5 10 20 40 100 pmol PNA 
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FIG 6 A 
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FIG 6 B 



FIG6C 
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